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B e s chr e ibung 

Die Erfndung betrifft einen Array bestehend aus Oligo- 
-odei — PD-l3^kieo-txdst5iideir7 — die imtu obilisiei.L duf eirrren 
festen Trager aufgebracht- sind.' Das Array ist dadurch 
charakterisiert, dass auf der Oberflache Seguenzen einer 
Auswahl Oder aller der in den Tabellen 1-6 genannten se- 
lektiven Monozyten-Makrophagen-Gene gebunden sind. Dieser 
Nukleinsaure-Array ermoglicht die Diagnose der rheumatoi- 
den Arthritis, eine begleitende. Analyse der Behandlungs- 
effektivitat und die Uberwachung von Nebenwirkungen bei 
der anti-Tumoraekrosef aktor- (TNF) -Therapie und somit die 
Auswahl der fur den jeweiligen Patienten mit rheumatoider 
Arthritis am wirkungsvollsten Therapie . Die . vorliegende- 
Erfindung betrifft femer einen Nukleinsaure-Array zur 
Prognose ,und zur Entwicklung neuer anti-TNF gerichteter 
Pharmaka' oder solcher Pharmaka/ die in dessen Regelkreis 
eingreifen. 

Die Zellen des Monozyten / Makrophagen-Systems sind an 
der Aktivierung und Auf rechterhaltung von Entziindungskas- 
kaden im Blut und im Gewebe z. B. im Rahmen der rheuma- 
toiden Arthritis und bei anderen chronisch entzundlichen 
Erkrankungen, aber auch bei autoaggressiven Erkrankungen 
wesentlich beteiligt. Bei diesen Erkrankungen sind Mono- 
zyten und Makrophagen hodh aktiviert, zeigen Veranderun- 
gen im Besatz ihrer Oberf lachen-Moiekule> treten mit an- 
deren Zellen in Kontakt und sezernieren bestimmte Boten- 
stoffe wieu. a. TNF-alpha, die dafiir sorgen, den Entzun- 
dungsvorgang zu unterhalten. TNF-alpha ist ein von Mono- 
zyten / Makrophagen, Lymphozyten und Mastzellen gebilde- 
tes Zytokin mit Einfluss auf Entziindung, Sepsis, Lipid- 
und Proteinstoffwechsel, Blutbildung, Angiogenese, Wund- 



heilung und Immunabwehr, das aber auch zytolytische bzw. 
zytostatische ' Wirkung auf Tumorzellen hat. 

Bei entziindlichen Erkrankungen zeigen . Monozyten / 
Makrophagen ein charakteristischeS , pathologisch veran- 
dertes Gene'xpr es s ionsmus t er mit deutlichen Abweichungen 
im Vergleich zu gesunden Probariden. Mit dem Fachmann be- 
kannten ' bioinf ormatischen Methodenwie z. B. der Signifi- 
kanz- und Clusteranalyse lassen sich u. a: Gene mit ahn- 
lichem Verhalten und hoch- o'der niederregulierte Gene aus 
den Hybridisierungsmustern . eines Nukleinsaurearrays 
bestimmen. 

Die zunehmende Verfiigbarkeit der Hochdurchsatz-Verf ahren 
in Form von Nukleinsaurearrays, die exponentiell anwach- 
senden Inf ormationen zum humanen Genom und der Genexpres- 
sion, sowie die globale Vemetzung von Datenbanken mit 
strukturierten bidmedizinischen Inf ormationen wird die 
Betrachtungsweise chronisch entzundlicher und enbzund- 
1 i ch- rheuma t i s cher Kr ankhei t sbi 1 der grundl egend ver an- 
dern. Aus dem verbesserten Verstandnis der molekularen 
Grundlagen der zell-, gewebs- und krankheitsspezif ischen 
Genexpression lassen sich die molekularen Ablaufe defi- 
nieren und tragen dazu bei, eine fruhere Diagnose und 
verbesserte Prognose zu erlauben. Zum anderen gewahrleis- 
ten Mikroarray-Technologien . ef f ektivere Therapief ormen 
fur die rheumatoide Arthritis und fur andere chronisch 
entziindliche Erkrankungen zu entwickeln und ermoglichen 
ein schnelles Screeningsystem. Ferne'r erlauben diese mul- 
tiplen Verfahren die Entwicklung von pharmazeutischen und 
biologisch wirksamen Medikamenten (Bioiogicals) zu be- 
schleunigen und die Testphasen der Medikamentenwirkung, 
wie auch die Beurteilung der Medikamenten Nebenwirkungen 
schneller beurteilen* zu konnen. Aus diesem Grund stellt 
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dieses Verfahren einen' volkswirtschaf tlichen und wirt T 
schaftlichen Gewinn dar. 

Die Mikroar ray Technologie stellt eine Miniaturisierung 
analytischer Verfahren auf der Basis der DNA- bzw. RNA-- 
Hybridisierung im Hochdurchsatz-Verf ahren dar. Gleichzei- 
tig konnen dadurch viele tausend verschiedene DNA/DNA- 
(DNA/RNA-) Wechselwirkungen innerhalb eines Testansatzes 
analysiert werden. mRNA-Expressionsprof ile werden mittels 
DNA-Arrays durch die Hybridisierung von markierten cRNA 
Oder cDNA-Proben bestimmt. Diese Technologien erf ordem 
ein hones MaS an Automatisierung und Standard! sierung mit 
Anfbau und Nutzung entsprechender Proben- und Datenbanken 
(Sequenzinformationeh, Oligonukleotide) . Die derzeit ver- 
wendeten DNA-Arrays unterscheiden sich im Tragenaaterial 
(Nylonmembranen, Glasoberf lachen, . Edelmetall bedampf te 
Glasoberflachen, Kunststoffe) , der Lange bzw.- der Her- 
stellung der an den Trager immobilisierten DNA-Sequenzen 
und der Markierungstechnik fur eine zu bindende Probe. In 
Analogie zu den Methoden der DNA-Hybridisierung beim Sou- 
thern- /Dot-Blot konnen DNA-Sequenzen auf einem Filter 
' punktformig und in systematischer Reihenfolge mit einem 
Druckkopf durch Spotting, durch Piezo-Druckverf ahren 
(Tintenstrahltechnologie) oder durch Photolithographie 
(chemische Direk.tsyn these auf dem Tragermater ial ) fixiert 
werden. Die DNA, kann dabei eine cDNA, ein PCR-Produkt 6- 
der ein synthetisch hergestelltes Oligonukleotid sein. 
Jede dieser auf getragenen Sequenzen ist damit einem spe- 
zifischen Ort in einer bekannten Anordnung zugeteilt. Aus 
einer' klinischen oder aber pharmazeutisch zu untersuchen- 
den Probe kann RNA aufgereinigt werden und nach Umschrei- 
bung durch reverse Transkription mit den auf dem Array 
befindlichen komplementaren Nukleinsaurenstrangen die in 
einer hbhen genomweiten Anzahl oder aber einer bereits 



vorselektionierten Anzahl aufgebracht sind hybridisiert 
werden. Die Markierung der Probe erfolgt dabei mittels 
eingebauter radioaktiver ' Nukleotide,. uber Biotin- 
Streptavidin Wechselwirkungen, Digoxigenin-Enzym Verstar- 
kungen oder aber -uber direkte oder indirekte eingebaute 
Fluoreszenzfarbstoffe. Das Auslesen der Information er- 
folgt uber die Intensitat der Radioaktivitat oder der 
Fluoreszenz an einem spezifischen Ort des Tragermaterials 
und lasst somit Riickschlusse zu, welche relative Menge an 
spezifisch gebundener DNA- bzw. RNA-Seguenz in der mar- 
kierten Probe vorhanden war. 

Das An- und Abschalten von Genen ist Grundlage. aller bio- 
logischen Prozesse und auSerdem eine extrem sensitive 
Antwort auf Veranderte auSere Bedingungen. Mit der Ex- 
traktion von RNA aus einer biologischen Probe, dem Ein- 
wirken von markierter cDNA oder RNA auf einen NukleinsSu- 
re-Array (Hybridisierung) und dessen Analyse ist inner- 
halb kiirzester Zeit eine groSe Fulle von Inf ormationen 
uber den Zustand der Zellen in der biologischen Probe un- 
ter veranderten Bedingungen moglich. Die auf der, Hybridi- 
sierung von Nukleinsauren beruhende Technologie hat den 
Vorteil einer extrem hohen Spezifitat, Sensitivitat und 
relativ leichten, schnellen Durchf uhrbarkeit . 

Geschieht das An- oder Abschalten von Genen. in Monozy- 
ten/Makrophagen in nicht physiologischer Weise, so kann 
es die Ursache von entzundlichen Erkrankungen oder ein 
messbares Zeichen fiir diese sein. Die Therapie mit anti- 
TNF wirksamen Medikamenten sollte im Idealfall die patho- 
logisch veranderte Genexpression in den betroffenen Zel- 
len auf das Niveau von gesunden Patienten normalisieren . 



Durch Untersuchung der Genexpressionsprof ile i.st zu er- 
warten, dass eine neue molekulare Charakterisierung der 
rheumatoiden Arthritis und anderer chronisch. entziindli- 
cher Erkrankungen moglich wird und damit eine Einteilung 
in Subgruppen nach pathophysiologischen Besonderheiten 
erfolgt. Bei den entzundungshemmehden anti-TNF. Therapien 
stehen somit prognostische Vorhersagen in Aussicht iiber 
die Agressivitat im weiteren Verlauf. Dies wiirde bereits 
friihzeitig EinfluS auf die Wahl und Intensitat der medi- 
kamentosen Therapie mit den bisher bekannten bei chroni- 
schen Entzundungen ' verwendeteh Medikamenten, aber auch 
mit biologisch wirksamen TNF-Blockem ausiiben. Zum ande- 
ren ergeben sich hieraus weitere Ansatzpunkte, urn die 
Therapieform im Hinblick. auf die potentiellen Nebenwir- 
kungen durch Einf lussnahme .dieser Medikamente zu gestal- 
ten und die Auswirkung der Nebenwirkungen rechtzeitig ab- 
zuschatzen. 

Durch anti-TNF gerichtete Therapien bei der rheumatoiden 
Arthritis und anderen chronisch entzundlichen oder auto- 
. aggressiven Erkrankungen wird zum einen eine potentielle 
Entstehung neoplastischer Veranderungen bis hin zur Tu- 
morbildung diskutiert, zum anderen vermindert die anti- 
TNF Therapie die Immunabwehr, spdass bei den behandelten 
Patienten vermehrt Infektionen auftreten, u. a. Tuberku- 
lose. 

Mit. Hilfe von Nukleinsaure-Array-Systemen kanri die Ex- 
pression tumorrelevanter Gene im Verlauf der anti-TNF Be- 
hahdlung uberpruf t und somit friihzeitig Hinweise auf mog- 
liche neoplastische Veranderungen geben, so dass einer 
. beginnenden Tumor en twicklung rechtzeitig entgegengesteu- 
ert und die anti-TNF Therapie entsprechend angepasst o- 
der falls notig abgebrochen werden kann. 



Der Erf inching liegt die, Aufgabe zugrunde, Mittel zur U- 
berwachung der Wirksamkeit sowie von Nebenwirkungen der 
anti-TNF Therap ie zu scliaffen, aber auch die Feindiagnos- 
'tik einer entzundlichen Erkrankung und damit die Auswahl 
der fur den jeweiligen Patienten effektivsten Therapie- 
form zu ermSglichen. Eine weitere Aufgabe der vorliegen- 
den Erf indung besteht darin, die Wirksamkeit und Neben- 
wirkungen neuer anti-TNF gerichteter Pharmaka im Rahmen 
von klinischen Studien zu verfolgen. Erf indungsgemafi wird 
ein neuer Array geschaf f en .bestehend aus Oligo- oder Po- 
lynukleotidsonden, die immobilisiert auf . einem festen 
Trager aufgebracht sind. ^rerglichen mit bisher bekannten 
genomweiten DNA- Chips ist der Vorteil der Erfihdung eine 
Kostenersparnis bei der Herstellung des Nukleinsaurear- 
rays, weil es iiberwiegend nur Gene enthalt,, die zur L6- 
sung der Aufgabe der Erf indung inter essant sind, was den 
Aufwand der Datenauswertung minimiert und damit verbil- 
ligt. 

Erf indungsgemaS wird die Aufgabe. durch einen Nukleinsau- 
re-Array gelost, auf dessen Oberflache Sequenzen einer 
Auswahl Oder aller der in den Tabellen 1 bis 6 genannten 
selektiven Monozyten-Makrophagen-Gene aufgebracht sind., 
Anhand des Gen- oder Sequenznamens oder der Accession- 
Nummer kann die Seguenz aus offentlich zuganglichen Da- 
tenbanken, vorzugsweise GeneBank oder EMBL, ermittelt - 
werden. Die Sequenzen der aus dem Array befindlichen Nuk- 
leinsauren konnen aus Genen bestehen, deren Expressions- 
niveau durch eine anti-TNF wirksame Therapie verandert 
wird. 

Gegebenenfalls k6nnen auf dem erf indungsgemaEen Nuklein- 
saure-Array weitere Gene vorhanden sein, vorteilhaft sol- 
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che, von denen bekannt ist, dass sie in jeder Zelle 
exprimiert werden und zur Grundausstattung der Zelle ge- 
horen. Die Gene, die fur diese Nukleinsauren codieren, 
werden ublicherweise als H aushalts- oder Housekeeping- 
Gene bezeichnet und werden zur Normierung der erhaltenen 
Signale verwendet. Das Array kann die genannten Sequen- : 
zen in Form von DNA, komplemehtarer RNA oder chemisch 
modifizierten Nukleinsauren, vorZugsweise PNA (protein 
nucleic acid) enthalten. 

Bei den Genen oder Gensequenzen kann es sich um krank- 
heits- und nebenwirkungsrelevante selektionierte Gene der 
rheumatoiden Arthritis oder anderer chronisch entzundli- 
cher Erkrankungen handeln, vorzugsweise aus dem Monozy- 
• ten/Makrophagen-Zellsystem. Gegebenenfalls konnen auf 
den Oberflache des Arrays auch Allele, Derivate und/oder 
Splicingvarianten der Gen- oder Genteilsequenzen oder 0- 
ligomersequenzen vorliegen. Die Ubereinstiinmung der Se- 
quenzen auf dem Array mit den entsprechenden Sequenzen in 
Tabelle 1-6 soli dabei mindestens 80 % in den Protein- 
kodierenden Abschnitten der mRNA betragen. 

Der TrSger, auf den die Nukleinsauren aufgetragen werden, 
kann jeder Trager sein, der normalerweise fur RNA- oder' 
DNA Arrays verwendet wird. Die Verfahren zura Auftragen 
und immobilisieren der Nukleinsauren sind Stand der Tech- 
nik und dem Fachmann bekannt . Zur Kopplung der genannten 
Sequenzen kann der Trager mit reaktiven Gruppen, Metall- 
verbindungen oder Legierungen beschichtet sein. Die Gene 
oder Gensequenzen konnen bespielsweise durch Spottingver- 
fahren, Immobilisierxingsverf ahren oder durch in-sito Syn- 
theseverfahren von Oligomeren oder spiegeibildlich in 
Form von RNA aufgebracht werden. 



Das erfindungsgemaSe Array kann beispielsweise zur Mes- 
sung der Monozyten/Makrophagen Aktivierung oder der Ent- , 
zundungsaktivitat im Blut oder Zellgewebe bei entzundli-' 
chen Er krankungen, vorzugsweise der rheumatoiden Arthri- \ 
tis verwendet werden. Das Array kann z. B. zur Fruherken- 
nung.der genannten Erkrankungen bei genetisch vorbelaste- 
ten Patienten verwendet werden, noch bevor sich klinische 
Symptome manif estieren. Ein weiterer Einsatzbereich ist 
die Feindiagnostik, vorzugsweise die Einteilung von Pati- 
enten in Subgruppen, die jeweils eine unterschiedliche 
Therapie und unterschiedliche Medikamente benStigen. Das. 
Array kann femer zur Therapieuberwachung, zur Verfolgung 
von Nebenwirkungen, zur Erstellung einer Prognose und 
zur indentifizierung neuer pharmazeutischer Targets bei 
den genannten Erkrankungen verwendet werden. 

Dazu werden den zu untersuchenden Patienten Blut- oder Ge- 
webeproben entnommen, aus denen RNA mit bekannten Stan- 
dardtechniken isoliert und gegebenenf alls als Gesamt-RNA 
oder Poly A+-RNA weiterverwendet wird. Mit reverser 
Transkriptase kann die KNA in cDNA umgeschrieben und da- 
bei mit einer Markierung versehen werden, z. b. .einem 
Fluoreszenzfarbstoff , einem radioaktiven Nuklid oder ei- 
nem Enzym wie alkalische Phosphatase. Daneben kann die 
PNA direkt markiert oder unmarkiert . zur Hybridisierung 
des Nukleinsaure- Arrays eingesetzt werden. Nach Hybridi- 
sierung des Arrays mit den Nukleinsaureproben und nach- 
folgenden Waschschritten kann die Bindung der Probe an 
die auf dem Array befindlichen Sequenzen mit jedem geei'g- 
neten Verfahren analysiert werden. Im Falle einer Fluo- 
reszenzmarkierung sind dies optische Verfahren, bei ra-' 
dioaktiv markieren Proben kame eine Autoradiographie zur 
Anwendung und bei einer Enzynimarkierung entzymatische 




Nachweisverfahren, z. B. die Urns etzung eines farblosen 
Substrates zu einem farbigen Produkt . 

Bin inverser Nachweis von f estphasengebundener Total- o- 

der mRNA mit den Seguenzen aus Tabelle 1^6 ist ebenfalls 
moglieh. Dazu werden auf den RNA-Mikroarrays Blut- oder 
gewebsspezifische RNA-Mol eku.1 e von bis zu 500 Patienten 
gebunden. Der qualitative / quantitative Nachweis. der 
Transkriptmenge relevanter Gene erfolgt dannmit den in 
Tabelle 1-6 beschriebenen selektionierten Genen, Ge- 
nabschnitten oder Oligomeren. Die RNA-Proben werden auf 
Kopplungstrager gespottet undsetzen sich aus Total -RNA 
oder messenger-RNA zusammen.' Die RNA dient dabei als Tar- 
get fur die aus DNA-Mikroarrays abgeleiteten hoch signi- 
fikant exprimierten Gene nach Tabelle 1-6, die als mar- 
kierte Sonden zur Hybridisierung eingesetzt werden. Vor- 
geschlagen wird das Koppeln biotinylierter RNA oder mes- 
senger-RNA auf Streptavidin beschichteten Glastragern 
(Slides). Nach Markierung der RNA mit Biotinderivaten, 
wird die RNA auf Poly-L-Lysin behandelten vorzugsweise 
aber auf mit. Streptavidin beschichteten Glas- oder 
Plastikslides durch Spotting aufgebracht und getrocknet. 
Eine Degradation der RNA wird so verhindert. Alternativ 
bietet sich eine kovalente Kopplung der RNA durch Bindung 
an reaktive Tragermaterialien an, die vorzugsweise durch 
UV-Bestrahlung katalysiert wird. Zusatzlich ist eine mul- 
tiple, gleichzeitige Markierung verschiedener Gene, Ge- 
neinheiten oder Oligomere mit verschiedenen Markierungs- 
Spezies, z.B. Radioaktivitat , Fluoreszein, Digoxigenin 
und enzymatischen Markierungen vorteilhaft. 

■ Parallel unterschiedliche Markierungen der Sonden mit un- 
terschiedlichen Fluoreszenzf arbstof f en sind moglieh. Al- 
ternativ sind enzymatische oder aber radioaktive Sonden- 
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markierungen zu nennen.Zur Quantif izierung* und Qualitats- 
kontrolle werden markierte Haushaltsgene (alpha-, beta, 
gamma -Akt in, GAPDH usw. ) eingesetzt. Bevorzugt wird der 
Nac hweis hier parallel und gleichzeitig mit maximal 50 
Gensonden pro Ansatz gleichzeitig durchgef iihrt . 

Neben der Vereinf achung der biometrischen- Analyse durch 
Kopplung von RNA Spezies an Tragermaterialien erlaubt 
dieses System eine schnelle Diagnostik und bietet eine 
komplexe fur den Patienten individuell schnelle Diagnos- 
tik, Prognostik und Therapiesteuerung . Insbesondere bei 
pharmakologischen Entwicklungsstrategien erlaubt das Sys- 
tem eine schnelle Durchfuhrung mit hohem Durchsatz. 

Die folgenden Beispiele und Abbildungen dienen nur zur 
Brlauterung und beschranken in keiner Weise den. Umfang 
der Erfindung. 

1. isolieriing von Monozyten 
Im hier angewandten verfahren wurde die Ausw'ahl selekti- 
ver hochreiner Monozyten des peripheren . Blutes benutzt, 
urn eine Aussage 1.) zur Krankheitsspezif itat , 2.) der An- 
wendung des Therapeutikums ant i-TNF- alpha., als "Biologi- 
cal", 3.) im Vergleich zum Gesunden Probanden, als .auch 
4.) zur Bewertung von anti-TNF-alpha relevanten gendiag- 
nostischen Moglichkeiten, zu ermoglichen. Dabei wurden 
die peripheren Blut-Leukozyten aus peripherem Blut durch 
eine Fikollgradienten-Dichtezentrifugation ang.erei chert . 
Diese Fraktion,- die individuell unterschiedliche Zusam- 
mensetzung aus Monozyten (5-12%), CD4+ T-Zellen (85-92 
%), CD8+ T-Zellen (5-10%), NK-Zellen (2-5%), basophilen 
und neutrophilen Granulozyten aufweist, wurde zur Gewin- 
nung spezifischer Monozytenf raktionen weiteren Reini- 
gungsschritten unterzogen. Hierbei kamen sowohl Negativ- 
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selektionen, bei denen samtliche andere Zellf raktionen 
uber magnetische Beads-Antikorper Wechselwirkuhgen ent- 
fernt werden, als auch Positivselektionen durch CD14+ 
Ma rkierung uber magnetische Beads oder aber FACS Zellsor- 
tierungsverfahren zum Einsatz. Bei beiden Verfahren erga- 
ben sich Mohozyten-Zellreinheiten von ca. 96 %. 

2 , RNA-Gewinnung 
Die reinen Monozytenf raktionen wurden in RNA-Lysepuf f er 
emfgenommen und die RNA dann iiber einen kommerziell er-. 
haltlichen RNA Reinigungskit (Qiagen) gereinigt. Die RNA 
wurde uber etablierte cDNA " Umschreibemethoden durch re- 
verse Transkription in cDNA umgeschrieben und dann einem 
weiteren linearen ' Amplif ikationsschritt durch das ange- 
wandte "Eberwine Protokoll« zur Herstellung von aRNA 
'{amplif izierte RNA) unterzogen. Die Quantitat und Quali- 
tat der. RNA, cDNA, und aRNA wurde jeweils durch Geie- 
lektrophorese, photometrische Bestimmung und uber Messun- 
gen mit dem. Bioanalyzer 2100 (Fa. Agilent) verifiziert. 

3. Affymetrix Chip Hybridisierung 
Fur Expressionsanalysen werden im System der Firma Affy- 
metrix spezifische direkt aus Datenbanksequenzen abgelei- 
tete Oligonukleotide als DNA-Proben verwendet. Diese wer- 
den auf dem Array mit Targets aus f'luoreszenz-markierten 
revers transkribierten Proben in • Form von cDNA oder mit 
linear amplif izierten Proben in Form von aRNA hybridi- 
siert. -. 

Die Hybridisierung des genomweiten Affymetrix- Arrays (U- 
13 3 A) und weitere Bearbeitung erfolgt maschinell unter 
. Standardbedingungen nach Angaben des Hers tellers Affy- 
metrix in einem speziellen Hybrid! sierungs- und Wasehge- 
ratgerat mit den speziellen Puffern.' Genexpressionsmuster 



12 



werden nach Hybrid! sierung uberdas Verhaltnis der Fluo- 
reszenzintensitaten bei einer bestimmten Wellenlange er- 
stellt. Solche .Hochdurchsatz-Expressionsanalysen er ; lauben' 
Vergleiche der Expressionsmengen von Genen gleichzeitig 



in gesundem und krankem Personen oder Vergleiche der Ge- 
nexpression vor und nach Arzneimittelzugabe ziir Risikoab- 
schatzung (Pharma-/Toxikogenomik) , zur Feindiagnostik und 
Abschatzung der Komplexitat von Erkrankungen. 



4. Datenauswertung 
Zum Einsatz kamen dabei aRNA Proben aus peripheren Blut- 
Monozyten 1.) gesunder Blut spender , 2.) chronisch aktiver 
Patienten mit rheumatoider Arthritis vor Behandlung und 
3.) nach Behandlung mit TNF-alpha AntikSrpern. Der Be- 
handlungserfolg wurde uber laborklinisch eindeutige Para- 
meter und nach den klinisch anzuwendenden Kriterien der 
interhationalen gultigen Parameteruntersuchungen (ACR- 
Kriterien) abgeschatzt. Ziel und Zweck dieser Rreigrup- 
penuntersuchung war es, charakteristische Genexpressionen 
in folgenden Gruppendef initionen f estzustellen : 



1.) Eine genregulatorische Krankheitsspezif itat bei 

der aktiven unbehandelten rheumatoiden Arthritis, 
im Vergleich zur Genexpression gesunder Probanden. 

2\ ) Eine genregulatorisch spezif is'che Interpretati- 

on der anti-TNF-alpha-Behandlung zu charakterisie- 
ren und eine Bewertung der Behandlung im Vergleich 
zur Genexpression der aktiven unbehandelten Krank- 
heit und im Vergleich zur Genexpression der gesun- 
den Probanden durchzuf uhren . 
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3 . ) Die Bewertung von Nebenwirkungen durch das Me- 

dikament="Biological« anti-TNF zu gewahrleisten. 
Hierbei wurde die spezifische Genexpression der an- 
ti-TNF-alpha behandelten Patient en mit rheumatoider 
Arthritis mit. der Genexpression der unbehandelten 
selben Patienten, und der von gesunden Blutspender 
verglichen. 

Die Bearbeitung und Messung der. einzelnen Genexpressionen 
innerhalb des genomweiten humanen Affymetrix- Arrays (U- 
133A) erfolgte innerhalb des zugehorigen Affymetrix 
Hybridisierungs-/ Wasch- und Auslesegerat - System. Die 
Auswertung vollzieht sich in 4 Schritten: 

1. Bestimmung der bei der Expressionsanalyse detek- 
tierten signif ikanten Gene, z. B. durch. die „Fold- 
Change Method" ' oder SAM ( „Signif icance Analysis of 
Microarrays") . . 

2. Separation der signif ikanten Gene in verschiedene 
Sub-Populationen auf der Grundlage der Untersuchung 
der Expressionseigenschaften dieser Gene mittels 
Cluster- Analyse mit Verfahren wie hierarchical 
Clustering" , „Self-0rganizing Maps" oder ^-Means- 
Clustering" . 



3 . Auswertung des Verhaltens der signif ikanten Gene in-, 
nerhalb. der Cluster unter Einbeziehung der klini- 
schen Inf ormationen . (rheumatoide Arthritis (RA) , an- 
ti-TNF-Therapie) und nach den Erf ahrungswerten von 
Spezialisten. 
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4. Zuordnung der beteiligten Gene nach biologischen 
Pathways . 



Allgemein.es Verhalten der signifikanten Gene innerhalb der Cluster: 



NS . 



RA 



RA Therapie 




ohne genregula- 
torische 
Wirkung bei der 
RA 



Krankheits- 
spezif isch. 



Positiver 
Behandlungsef f ekt 



Nebenwirkungen 
der anti-TNF- 
alpha Therapie 



RA Therapie 

Abb. 1: schematische Darsteliung der Clusteranalyse 

Das Genexpressionsverhalten eines gesunden Normal spenders 
(NS) sowie und eines aktiven Patienten mit rheumatoider 
Arthritis (RA) vor und nach einer ant i-TNF- alpha Therapie 
wurden mittels Clusteranalyse verglichen. Die Ergebnisse 
sind in den Abbildungen 1 und 2 dargestellt. 
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Gtastar 1(287) 









l 2V 



Abb. 2: Clusteranalyse anhand realer Daten. 
Dargestellt sind die Genexpressionen der Clusteranalyse 
(n=6 Cluster) . Die Anzahl der beteiligten. Gene ist in 
Klammern wiedergegeben. Als Ergebnis der Clusteranalyse 
erhalt man zusatzlich zum durchschnitt lichen Genexpressi- 
ons-Verhalten aller in einem Cluster befindlichen Gene 
ein Vertrauens interval 1 . 

Die Cluster weisen dabei folgende Charakteristiken auf : 

CLUSTER-1: Die krankheitsspezische Genexpression ist 

kleiner im Vergleich zum Gesunden, die anti- 
• " TNF-Behandlung ist hier obne genregulatorische 
Wirkung. 

CLUSTER-2: Nebenwirkungen : Dargestellt durch die Me- 

dikamentenwirkung der . Anti-TNF-alpha Behandlung be- 
steht eine verminderte Expression der zugehorigen 
Gene beim behandelten Patienten. 

CLUSTER-3: Die krankeitsspezif ische Genexpression 

grSSer im Vergleich zum Gesunden. Die anti-TNF- 
alpha Behandlung zeigt einen positiven Effekt. 
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CLUSTER-4: . Die krankheitsspezif ische Genexpression 

ist kleiner im Vergleich zum Gesunden. Die anti-TNF- 
Behandlung zeigt einen positiven Ef f ekt . , . 



CLUSTER-5: Nebenwirkungen : Dargestellt durch die Me- 

dikamentenwirkung der anti-TNF-alpha Behandlung be- 
steht eine erhohte Expression der zugehorigen Gene 
beim behandelten Patienten. 

CLUSTER-6: Die krankheitsspez ische Genexpression ist 

gr6Ser im Vergleich zum Gesunden. Die anti-TNF- 
alpha Behandlung ist hier ohne genregulatori- 
sche Wirkung. 

In den Tabellen 1-6 sind die in den oben beschrieben 
Clustern enthaltehen Gene zusammen mit der Af fymetrix Be- 
zeichnung (links) und ihrer definierten GeneBank- 
Accession Nummer inkl. einer Beschreibung auf gef iihrt . 
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Patent^nspruche 



Array bestehend aus Oligo- oder Polynukleotidsondeh, 

die—i-rnmeb-iii s-j-e3?-t — auf-ai-nem-£es.ten— Trage r anfge-. . 

bracht sind, dadurch gekennzeichnet, dass auf der 
Oberflache Sequenzen einer Auswahl oder aller der 
in den Tabellen 1-6 genannten selektiven Monozyten- 
Makrophagen-Gene gebunden sind/ 

Array nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
gegebenenf alls zusatzlich weitere Gene verwendet 
werden, von denen bekannt ist, dass sie in jeder 
Zelle exprimiert werden und zur Grundausstattung 
einer Zelle gehoren. 

Array nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet , 
dass .mit den genannten Genen komplementare RNA auf 
der Oberflache des Arrays gebunden ist -zum inversen 
Nachweis uber die in den Tabellen 1-6 dargestellten 
Gene oder Gensequenzen. 

Array nach Anspruch 1 bis 3,, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Gene, deren Teil- und Oligomersequenzen 
krankheits- und nebenwirkungsrelevante selektio- 
nierte Gene der rheumatoiden Arthritis oder, anderer 
chronisch entzundlichen Erkrankungen vor und nach 
anti-TNF-Thercipie sind. 

Array nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Gene, deren Teilsequenzen urid Oligomer- 
sequenzen krankheitsspezif isch regulierte Gene des 
Monozyten/Makrbphagen-Zellsystems sind. 
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Array nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass auf der Oberflache gegebenenf alls auch Allele, 
Derivate und/oder Splicingvarianten der Gen- bzw. 



Array nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass es auf der Oberflache Gehsequenzen enthalt, die 
mihdestens eine Teil-Seguenzidentitat von 80 % in 
den Protein-kodierenden Abschnitten der mRNA besit- 



zen. 



Array nach Anspruch 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Oberflache der Trager mit reaktiven Grup- 
pen, Metallverbindungen oder Legierungen beschichtet 
ist. 

Array nach Anspruch 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass. die Gene oder Genseqiienzen durch Spbttingyer- 
fahren von cDNA, Immobilisierungs-verf ahren . und Syn- 
theseverfahren yon Oligomeren oder spiegelbildlich 
in Form von KNA aufgebracht sirid. 

Verwendung des Arrays nach Anspruch 1 bis 9 mit Pro- 
ben, die zum Nachweis Fluoreszenzf arbstof f - , Enzyme, 
Protein- oder radioaktiv markiert sind und eine 
Verstarkung zulassen.. 

Verwendung des Arrays nach Anspruch 1 bis 9 mit Pro 
ben, dadurch gekennzeichnet, dass die Verstarkung 
der Signale' iiber gekoppelte alkalische Phosphatase, 
Peroxidase, Biotin Digoxigenin- , Proteinmolekule, 
(Edel-)Metallchelate oder Beads erfolgt. 
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Verwendung des Arrays' nach Anspruch '1 bis 9 mit Pro- 
ben, dadurch gekennzeichnet , dass zur zusatzlichen. 
Verstarkung der signale Streptavidin, (Edel-.)Metall- 
chgl-atgT— Bed d B u de r Aitt^k&rper— ed-iigese-fez^-werderi-^ 

Verwendung des Arrays nach Anspruch 1 bis 9 zum in- 
versen Nachweis f estphasengeburidener Total-FJSTA oder 
messenger-RNA . 

Verwendung des Arrays nach Anspruch 1 bis 9 zur Mes- 
sung der Monozyten/Makrophagen-Aktivierung oder der 
Entziindungsaktivitat im Blut oder im Zellgewebe. 

Verwendung des Arrays nach Anspruch 1 bis 9 zur 
Feindiagnostik sowie zur Fruherkennung von entzund- 
lichen Erkrankungen und der rheumatoiden Arthritis. 

Verwendung des Arrays nach Anspruch 1 bis 9 zur Ver- 
folgung von Nebenwirkungen bei der anti-TNF-Therapie 
von entzundlichen Erkrankungen und der rheumatoiden 
Arthritis. 

Verwendung des Arrays nach Anspruch 1 bis 9 zur U- 
, berwachung der Therapie und Erstellung einer Progno- 
se bei entzundlichen Erkrankungen und der rheumatoi- 
den Arthritis. 

Verwendung der Arrays nach Anspruch 1 bis, 9 zur I- 
dentifizierung von pharmazeutischen Targets bei ent- 
zundlichen Erkrankungen und der rheumatoiden Arthri- 
tis. 
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19. Verwendung der Gene oder Gensequenzen nach Tabelle 
1-6 zu Einzelgennachweisverfahren, vorzugsweise re- 
verse Transkriptions-PCR (RT-PCR) : 

5 20. Verwendung der Gene oder. Gensequenzen nach Tabelle 

1-6, dadurch gekennzeichnet , dass sie mit einer Mar- 
• kierung oder einer Reporterfunktion ausgestattet 
sind. 

10 21. Verwendung der Gene oder Gensequenzen nach Tabelle 
1-6 zum reversen Nachweis f estphasengebundener To- 
tal-RNA oder messenger-RNA in einem RNA-Array mit 
bis zu500 Gewebs- und/oder Blutproben. 



i 




Zu s ammenf a s sung 

Die Erfndung betrifft einen Array best ehend aus Oligo- 

5 oder Polynukleotidsonden, die immobiiis.iert auf einen 
festen Trager aufgebracht sind.' Das Array ist dadurch 
charakterisiert, dass auf der Oberflache Sequenzen einer 
Auswahl oder .aller der in" den Tabellen 1-6 genannten se- 
lektiven Monozyten-Makrophagen-Gene gebunden sind. Das 
10 Array ermoglicht die Diagnose der rheumatoiden Arthritis 
und anderer chronisch entziindlicher Erkr ankungen , eine 
begleitende Analyse der . Behandlungsef f ektivitat und die 
tiberwachung von Nebenwirkungen bei der anti- 
Tumornekrosefaktor (TNF) -Therapie und somit die Auswahl 
15 der fur den jeweiligen Patienten mit rheumatoider Arthri- 
tis am wirkungsvollsten Therapie. Die vorliegende v Erfin- 
dung betrifft ferner einen Nukleinsaure-Array zur Progno- 
se und zur Entwicklung neuer anti-TNF gerichteter Pharma- 
ka o.der solcher Pharmaka, die in dessen Regelkreis ein- 
20 greifen. 
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